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Stabilisierte Fliissigzubereitung der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden 
Protease oder ihres Proenzyms 

Gegenstand der Erfindung ist eine stabilisierte Fliissigzubereitung der den Blutgerin- 
nungsfaktor VII aktivierenden Protease oder ihres Proenzyms, die uber mehrere Mo- 
nate lagerfahig ist, ohne wesentliche AktivitatseinbuRen oder Produktveranderungen 
zu zeigen. 

Aus der deutschen Offenlegungsschrift 199 03 693 sind eine Protease zur Aktivie- 
rung des Blutgerinnungsfaktors VII, ein Verfahren zu ihrer Gewinnung, zu ihrem 
Nachweis und zu ihrer Inaktivierung sowie Arzneizubereitungen bekannt, die diese 
Protease oder ihr Proenzym enthalten. Dort wird auch berichtet, dass diese Protease 
und ihr Proenzym nach Anreicherung oder Isolierung einen raschen Aktivitatsverlust 
erleiden, der in einer Losung enthaltend 20 mM Tris, 0,15 M NaCI bei einem pH-Wert 
von 7,5 beobachtet wurde. Zur Stabilisierung wurde dort eine Zubereitung vorge- 
schlagen, die 

a) unter Zusatz einer oder mehrerer Aminosauren in einer Menge von 0,01 mol/l, 
vorzugsweise mehr als 0,05 mol/l; und/oder 

b) unter Zusatz eines Zuckers oder einer Kombination verschiedener Zucker mit 
einer Gesamtkonzentration von mehr als 0,05 g/ml, vorzugsweise mehr als 0,2 
g/ml und/oder 

c) unter Zusatz einer oder mehrerer Substanzen, die Calciumionen zu komple- 
xieren vermogen, wie Zitrat, Oxalat, Ethylendiamintetraessigsaure usw. herge- 
stelltwird. 



Dabei wird die Zubereitung auf einen pH-Bereich von 3,5 bis 8,0, vorzugsweise auf 
einen pH-Bereich von 4,0 bis 6,8 eingestellt. 

Obwohl durch die Anwendung der vorstehend genannten Mittel bereits beachtliche 
Stabilisierungserfolge erreicht werden, hat es sich als notwendig erwiesen, nach 
weiteren Stabilisatoren und Stabilisatorgemischen zu suchen, die fur den Einsatz in 
Flussigzubereitungen der genannten Protease und ihres Proenzyms geeignet sind 
und sicherstellen, dass derartige Zubereitungen Qber langere Zeitraume, die mehrere 
Monate betragen konnen, ohne wesentliche Aktivitatseinbu&en oder sonstige Pro- 
duktveranderungen gelagert werden konnen. 

Es wurde nun gefunden, dass eine Flussigzubereitung der den Blutgerinnungsfaktor 
VII aktivierenden Protease oder ihres Proenzyms fur langere Zeitraume, d.h. uber 
mehrere Monate, stabilisiert ist, wenn sie eine oder mehrere Verbindungen ausge- 
wahlt der Gruppe Ornithin, Diaminopimelinsaure, Agmatin, Kreatin, Guanidinoessig- 
saure, Acetylornithin, Citrullin, Argininobernsteinsaure, Tranexamsaure und e- 
Aminocapronsaure oder eines ihrer Salze und Derivate enthalt und einen pH-Wert 
zwischen 2,0 und 8,0 aufweist, vorzugsweise 2,5 bis 6,8. Auch ein pH Bereich von 
3,5 bis 6,8 ist gut anwendbar. 

Die Stabilitat einer derartigen Zubereitung kann noch weiter verbessert werden, 
wenn sie zusatzlich 

a) ein oder mehrere Detergentien; 

b) einen oder mehrere Zucker; 

c) eine oder mehrere Aminosauren; und/oder 

d) Proteine, vorzugsweise Albumin, Gelantine, Fibronectin und Vitronektin oder 
ahnliche Proteine, und/oder 

e) eine oder mehrere Verbindungen, die Calciumionen zu komplexieren vermo- 
gen, enthalt. 



Als Detergentien werden ein oder mehrere ionische oder nicht-ionische Tenside ein- 
gesetzt, die zum Beispiel unter dem Handelsnamen Tween® und Triton® bekannt 
sind. Sie werden im allgemeinen in Konzentrationen zwischen 0,001 und 0,5 Ge- 
wichtsprozent eingesetzt 

Die Protease oder ihr Proenzym wird erfindungsgemafc in lyophilsierter Form ver- 
wendet. Nach Losen des Lyophilisats bleibt die Aktivitat im Vergleich zur Losung vor 
der Gefriertrocknung zu mehr als 90% erhalten. Besonders gut lassen sich die Pro- 
tease und ihr Proenzym in Losung halten, wenn die lonenstarke der Losung von gro- 
wer als >10 mSi erreicht wird. Hierzu muss eine ausreichende Menge eines Salzes, 
zum Beispiel Kochsalz, zugesetzt werden. Die lonenstarke ist besonders dann von 
grolier Bedeutung, wenn Proteasekonzentrationen von uber 0,5 mg/ml verwendet 
werden. 

Unter den erfindungsgemaB zur Stabilisierung zu verwendenden Zuckern sind Glu- 
kose, Arabinose oder Mannose vor allem zu nennen. Sie konnen in Mengen von 5 
bis 100 mM/l eingesetzt werden. 

Als Aminosauren konnen der Flussigzubereitung vor allem Arginin, Lysin oder Glyzin 
zugesetzt werden. Als Calciumionen komplexierende Verbindungen kommen neben 
Zitraten auch Oxalate und Salze der Ethyldiamintetraessigsaure in Betracht. 

Die so hergestellten Flussigzubereitungen der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivie- 
renden Protease oder ihres Proenzyms sind zur Durchfuhrung einer Pasteurisierung, 
einer Nanofiltration oder einer Dampf/Hitze-Virusinaktivierung geeignet. Sie konnen 
als Blutgerinnungsmittel entweder allein oder zusammen mit die Proteaseaktivitat 
erhohenden Substanzen wie Heparin oder dem Heparin verwandten Substanzen wie 
Heparansulfat eingesetzt werden, wobei diesen Mitteln zusatzlich noch der Faktor VII 
in seiner inaktiven Form zugesetzt sein kann. Die Anwendung eines derartigen Mit- 
tels kann zum Beispiel unter Ausnutzung seiner FVIII bypassing aktivity (FEIBA) an- 
gezeigt sein, wenn Unvertraglichkeiten gegenuber dem Faktor VIII und/oder Faktor 
IX und/oder Faktor XI und/oder den Proteinen der Kontaktphase, wie Faktor XII zum 
Beispiel wegen des Vorliegens von Antikorpern bestehen, oder andersartige Mangel- 
situationen vorliegen. Die Aktivierung des Faktor VIII kann dann entweder in vivo, in 



Plasma, in angereicherten Fraktionen oder durch Einwirkung auf gereinigten Faktor 
VII erfolgen. Auch die Anwendung ex vivo zur allgemeinen Blutungsprophylaxe oder 
zur Stillung von Blutungen kann mit der erfindungsgemalJen Flussigzubereitung 
durchgefuhrt werden. 

Die erfindungsgema&en Flussigzubereitungen konnen aber auch bei thromboemboli- 
schen Erkrankungen oder Komplikationen wie bei der Beinvenenthrombose, dem 
Herzinfarkt oder Schlaganfallen eingesetzt werden. 

Aus der deutschen Offenlegungsschrift 199 03 693 ist bekannt, dass die den Blutge- 
rinnungsfaktor VII aktivierende Protease zur endogenen oder exogenen Aktivierung 
von Plasminogenaktivatoren wie der Prourokinase oder des sctPAs verwendet wer- 
den kann. Aufgrund dieser Eigenschaft kann die den Faktor VII aktivierende Protea- 
se zur Prophylaxe oder Therapie von thromboembolischen Erkrankungen eingesetzt 
werden, und zwar auch in Kombination mit Einketten- oder Zweiketten- 
Plasminogenaktivatoren oder Antikoagulantien. Die die Plasminogenaktivatoren ver- 
starkende Wirkung des Faktor Vll-Aktivators wird besonders durch Kalzium und/oder 
Heparin und heparinahnliche Substanzen wie Dextransulfat gefdrdert. Aufgrund der 
besonderen fibrinolytischen Wirkung konnen die erfindungsgemafcen Zubereitungen, 
die die den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierende Protease enthalten, zur Behandlung 
von Erkrankungen eingesetzt werden, die durch fibrinhaltige Thromben verursacht 
werden. Hierzu gehoren auch Wundheilungsprozesse. Dabei kann die genannte 
Protease intravenos oder lokal, subkutan, intradermal, intramuskular oder bei Verlet- 
zungen oder Wunden auch topisch oder gebunden an eine geeignete Tragermatrix 
verabreicht werden. Nicht nur die aus Korperflussigkeiten wie Blut oder Plasma ge- 
wonnene Protease oder ihr Proenzym, sondern auch rekombinant oder transgen 
hergestellte Protease kann dafur eingesetzt werden. 
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Patentanspruche: 

1. Stabilisierte Fiussigzubereitung der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden 
Protease oder ihres Proenzyms, dadurch gekennzeichnet, dass sie 

a) eine oder mehrere Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe Ornithin, Diami- 
nopimelinsaure, Agmatin, Kreatin, Guanidinoessigsaure, Acetylornithin, Citrul- 
lin, Argininobernsteinsaure, Tranexamsaure und e-Aminocapronsaure oder ih- 
rer Salze und Derivate enthalt und 

b) einen pH-Wert zwischen 2,0 und 8,0 aufweist. 

2. Stabilisierte Fiussigzubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie zusatzlich 

a) ein oder mehrere Detergentien; 

b) einen oder mehrere Zucker; 

c) eine oder mehrere Aminosauren; und/oder 

d) eine oder mehrere Verbindungen, die Calciumionen zu komplexieren vermo- 
gen, enthalt. 

3. Stabilisierte Fiussigzubereitung nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie ein oder mehrere ionische oder nicht-ionische Deter- 
gentien enthalt. 
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4. Stabilisierte Flussigzubereitung nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie die Detergentien in einer Menge von 0,001 bis 0,5 
Gewichtsprozent enthalt. 

5. Stabilisierte Flussigzubereitung nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie durch Salzzugabe auf eine lonenstarke von >10 mSi 
eingestellt ist. 

6. Stabilisierte Flussigzubereitung nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie die Protease oder ihr Proenzym in lyophilisierter Form 
enthalt. 

f ■ 

B 

7. Stabilisierte Flussigzubereitung nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Protease oder ihr Proenzym in einer Menge von >0,5 
mg/ml vorliegt. 

8. Verwendung einer Flussigkeit nach Anspruch 1 in einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung. 

9. Verwendung einer Flussigkeit nach Anspruch 1 in einem diagnostischen Rea- 
genz. 
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Zusammenfassung: 



Stabilisierte Flussigzubereitung der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden 
Protease oder ihres Proenzyms 



Es wird eine stabilisierte Flussigzubereitung der den Blutgerinnungsfaktor VII 
aktivierenden Protease oder ihres Proenzyms beschrieben, die 

a) eine oder mehrere Verbindungen ausgewahlt aus der Gruppe Ornithin, 
Diaminopimelinsaure, Agmatin, Kreatin, Guanidinoessigsaure, Acetylornithin, 
Citrullin, Argininobernsteinsaure, Tranexamsaure und e-Arininocapronsaure 
oder ihrer Salze und Derivate enthalt und 

b) einen pH-Wert zwischen 2,0 und 8,0 aufweist. 
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